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RESUMEN

Los genes Id codifican factores de transcripcién que actian como
inhibidores de la diferenciacion y promueven la proliferaciéon celular, y su
sobreexpresion se ha documentado en diversos tipos de cancer. Id1 ha sido
considerado como un marcador molecular de cancer cervicouterino (CaCu) dado
gue su sobreexpresion se asocia a la disminucion en la esperanza de vida de
pacientes con CaCu invasor. Se desconocen los niveles de expresion de los
genes Id en lesiones precursoras de CaCu. Para explorar su utilidad como
marcadores de progresion en CaCu, analizamos por RT-PCR semicuantitativa la
transcripcion de los genes Id1, 1d2 e 1d3 en biopsias de lesiones cervicales
intraepiteliales escamosas de bajo (LSIL) y alto grado (HSIL), precursoras de
CaCu. Las HSIL sobreexpresaron marcadamente los genes Id1 (363%), Id2
(249%) e 1d3 (319%) respecto al cérvix normal. Las lineas celulares HelLa y SiHa,
derivadas de CaCu y usadas como control presentaron también altos niveles de
transcripcion para estos genes. En LSIL sélo el gen 1d3 tuvo una sobreexpresion
moderada (202%) respecto al tejido normal. El origen epitelial de la
sobreexpresion de los genes Id se confirmo en cultivos primarios de queratinocitos
cervicales derivados de LSIL. Nuestros resultados sugieren que la sobreexpresion
de los genes Id efectivamente es un macador de progresion desde las etapas

tempranas del CaCu.

Palabras claves: cancer cervicouterino, genes Id, RT-PCR semicuantitativa



ABSTRACT

Id genes encode transcription factors that inhibit cell differentiation and
promote cell growth and their overexpression has been shown in various types of
cancer. Id1 has been considered a molecular marker of cervical cancer (CC)
because its overexpression is associated with a decrease of life expectancy in
patients with invasive CC. The expression levels of Id genes in preneoplastic
cervical lesions are unknown. To explore their use as CC progression markers, we
analyzed the transcription of 1d1, 1d2 and 1d3 in squamous intraepithelial lesions of
low (LSIL) and high (HSIL) grade, precursors of CC, by semiquantitative RT-PCR.
The HSIL strongly overexpressed the Id1 (363%), 1d2 (249%) and Id3 (319%)
genes compared with normal cervix. HeLa and SiHa cell lines, derived from
invasive CC also showed high levels of expression for these genes. In LSIL only
Id3 showed a moderate overexpression (202%) compared with normal tissue. The
epithelial origin Id genes overexpression was confirmed in primary cultures of
cervical keratinocytes derived from LSIL. Our results suggest that the Id genes

overexpression can indeed used as CC progression marker.

Key words: cervical cancer, Id genes, semiguantitative RT-PCR
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INTRODUCCION

Céancer Cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es el segundo cancer mas frecuente en
mujeres en todo el mundo, con mas de 500,000 nuevos casos diagnosticados
cada afo, y el primero en los paises en desarrollo (Franco y cols, 2001). En
México el CaCu es la principal causa de muerte por cancer en mujeres (INEGI,
2001) y su prevalencia, de alrededor de 44.4 casos por cada 100,000 mujeres
(Giuliano y cols, 2001), tiende a incrementarse en grupos de poblacion cada vez

mas jévenes (Lazcano-Ponce y cols, 1996).

Desarrollo del CaCu

La infeccion del epitelio cervical por papilomavirus humanos (VPH) es el
principal factor de riesgo para el desarrollo de CaCu (Richart y Wright, 1991). La
primera evidencia de la relacion entre el CaCu y la infeccion por VPH se public
en 1977 (zur Hausen, 1977). Estudios adicionales han concluido que los tipos de
VPH denominados de alto riesgo se asocian al 99.7 % de los casos de CaCu en
todo el mundo (Walboomers y cols, 1999).

Aunque la historia natural de la infeccion por VPH no se conoce totalmente,
se piensa que el virus ingresa al epitelio cervicouterino (Figura 1) a través de
microlesiones e infecta a las células basales del epitelio, en donde replica su DNA.
La sintesis de la capside viral, por otro lado, se realiza en células suprabasales
parcialmente diferenciadas. El ensamblaje de nuevas particulas virales y la lisis
celular resultan en la produccién de nuevos virus, sin mayor dafio para la
estructura tisular (Figura 2). Por el contrario, la transformacién neoplasica debida a
la integracion de los oncogenes virales E6 y E7 al genoma celular y su
consecuente expresion, conducen a la progresion del ciclo celular y postergan o
cancelan la diferenciacion terminal. El estado hiperproliferativo de las células que
expresan los oncogenes virales da lugar a focos de crecimiento celular fuera del
estrato basal del epitelio (neoplasia) y al incremento del riesgo de cancer (Figura
3) (Burd, 2003).
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El CaCu es precedido por lesiones intraepiteliales escamosas de bajo y alto
grado (Low grade Squamous Intraepithelial Lesions, LSIL, y High grade Squamous
Intraepithelial Lesions, HSIL, respectivamente) segun la clasificacion de Bethesda
(Solomon y cols, 2002). El término alto grado incluye las neoplasias intraepiteliales
cervicales (NIC) moderadas (NIC 2) y severas (NIC 3) de la clasificacion de
Richart, y el término bajo grado equivale a las neoplasias leves (NIC 1) de la
misma clasificacion (IARC, 1996). En México se diagnostican anualmente 123.81
casos de displasias leves y moderadas y 21.54 casos de displasias severas y
CaCu in situ por cada 100,000 mujeres mayores de 14 afios (Secretaria de Salud,
2004).

Métodos de Diagndstico

Durante la progresion de las lesiones precursoras del CaCu el Gnico signo
de la enfermedad es la presencia de células anormales desprendidas del epitelio
del cérvix, por lo que la prueba de Papanicolaou (Pap) se utiliza ampliamente para
el diagndstico (Gustafsson y cols, 1997). Pese a su éxito, esta prueba no puede
alcanzar una alta especificidad sin reducir su sensibilidad (Fahey, 1995). La
principal limitacion de la prueba son los falsos negativos, que pueden
corresponder a cerca de la mitad de los frotis analizados. De éstos, alrededor de
un tercio son atribuibles a errores de interpretacion y dos tercios a la toma de
muestra y preparacion de la placa (McCrory y cols, 1999).

Por otro lado, las pruebas de captura de hibridos y la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), que estan en curso de aplicarse para la deteccion y
tipificacion del VPH, podrian dar resultados mas precisos respecto a la infeccion
por VPH, sobre todo en resultados citoloégicos ambiguos (Schiffman y cols, 2002).
Sin embargo, la mera deteccion del VPH presenta asi mismo limitaciones
diagndsticas porque no todas las infecciones por VPH daran lugar a cancer, aun
aquellas causadas por los tipos virales de alto riesgo (Ostdr, 1993). Actualmente el
VPH se considera como un factor necesario pero no suficiente para el desarrollo
de CaCu (Unger y cols, 2004), puesto que las lesiones de bajo grado tienen mas

probabilidad de remitir que de progresar a CaCu invasor (Ostor, 1993; Baldauf y
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Ritter, 1998; Holowaty y cols, 1999). Asi mismo, se ha reconocido que la remision
ocurre en un namero variable pero significativo de lesiones de alto grado (Ostor,
1993). La tasa de progresion de LSIL a carcinoma invasor se encuentra entre el
6% y el 34% (Ostor, 1993) y la tasa de remision es aproximadamente del 70%
(Ostor, 1993; Baldauf y Ritter, 1998), en tanto que las HSIL muestran una tasa de
remision del 32% (Ostor, 1993) y una progresion a carcinoma invasor de hasta el
70%. Por ello la busqueda de marcadores moleculares con valor pronéstico que
permitan la deteccion temprana de displasias cervicales con alto potencial
cancerigeno es un activo campo de investigacion (Sopov y cols, 2004; Unger y
cols, 2004).

Marcadores Moleculares

Se ha estudiado una extensa variedad de marcadores moleculares
asociados al CaCu y a sus lesiones precursoras (Tabla 1). Asi, se han descrito
altos niveles séricos del receptor para el factor de crecimiento epidérmico en
pacientes con HSIL y CaCu invasor (Oh y cols, 2000) y de angiogenina y factor de
crecimiento similar a insulina tipo 1l en CaCu invasor (Bodner-Adler y cols, 2001;
Mathur y cols, 2003). Algunas proteinas involucradas en la regulacion del ciclo
celular como p16INK4A, que bloquea la actividad del complejo CDK-ciclinaD y
activa la proteina del retinoblastoma, se sobrexpresan en infecciones por VPH y
en displasias (Klaes y cols, 2001; Sano y cols, 2002; Saqi y cols, 2002).
Igualmente, la actividad de la telomerasa, que mantiene la longitud de los
telomeros y regula asi funciones celulares importantes como la mitosis, la
estabilidad cromosomica y el tiempo de vida de linajes celulares, se encuentra
incrementada en LSIL y en carcinomas (Jarboe y cols, 2002; Sen y cols, 2002).
Ciertos cambios en la estructura de la cromatina también se han sugerido como
marcadores de CaCu. Las regiones reguladoras de los genes p16 y de
E-cadherina muestran hipermetilacion en CaCu, mientras que la hipometilacion se
incrementa en la region larga de control y en la region promotora de E6 del VPH
conforme aumenta la severidad de las lesiones (Virmani y cols, 2001; Badal y cols,
2003; Chen y cols, 2003).
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Proteinas Id

Recientemente se ha propuesto que las proteinas Id podrian ser utilizadas
como marcadores de la progresion de diversos tipos de cancer. La familia de
proteinas Id (Inhibitor of differentiation/DNA binding) consta de cuatro miembros,
Id1, Id2, Id3 e Id4, los cuales actian como factores de transcripcion del tipo helix-
loop-helix (HLH). Las proteinas Id carecen del dominio de union a DNA y forman
heterodimeros con factores de transcripcion bHLH. Estos heterodimeros son
incapaces de unirse al DNA, asi que las proteinas Id actian como inhibidores de
la expresion génica (Figura 4). Las proteinas Id forman heterodimeros con las
proteinas E (E12, E47, E2-2, HEB), con pRB y proteinas de la familia homeobox
(PAX-2, PAX-5y PAX-8), entre otras. La expresion de las proteinas Id parece
estar mediada por vias de sefializacion acopladas a sefiales extracelulares. Los
niveles intracelulares de las proteinas Id son regulados a través de la degradacion
via ubicuitina-proteasoma. Como otros reguladores positivos del ciclo celular, las
proteinas Id también son reguladas por su localizacion subcelular ya que no
poseen sefiales de localizacién nuclear (Norton, 2000).

La sobreexpresion de Id1 se ha documentado en canceres de tiroides
(Kebebew y cols, 2000) y endometrio (Takai y cols, 2001), carcinomas de células
escamosas del esofago (Hu y cols, 2001) y la nasofaringe (Wang y cols, 2002), asi
como en melanomas (Polsky y cols, 2001). Id1, 1d2 e Id3 son sobreexpresados
también en cancer de pancreas (Maruyamay cols, 1999), cancer colorrectal
(Wilson y cols, 2001), tumores astrociticos (Vandeputte y cols, 2002) y carcinomas
de células escamosas del cuello y la cabeza (Langlands y cols, 2000) (Tabla 2).

Las proteinas Id1 e Id2 son sobreexpresadas en células agresivas de
cancer de prostata, mientras que en prostata normal o con hiperplasia benigna
muestran una expresion débil o nula (Ouyang y cols, 2002a; Coppe y cols, 2004).
La expresion constitutiva de Id1, y en menor medida la de Id2, convierte a las
células de cancer de préstata LNCaP no agresivas en células hiperproliferativas, e
incrementa su secrecion de metaloproteinasas y su invasividad (Coppe y cols,
2004). La sobreexpresion de Id1 en células de cancer de prostata también

promueve la angiogénesis a través del factor de crecimiento vascular endotelial
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(Ling y cols, 2005), induce la inactivacion de p16(INK4a)/pRB (Ouyang y cols,
2002b), activa la via de sefializacion MAPK (Ling y cols, 2002), e induce efectos
antiapoptoticos mediante la via de sefializaciéon NF -kappaB (Ling y cols, 2003).

Diversos estudios han abordado el papel de la proteina Id1 en el cancer de
mama, tanto en lineas celulares como en biopsias. La sobreexpresion de 1d1 se ha
observado en células de cancer de mama no diferenciadas de fenotipo agresivo y
metastasico en cultivo y en biopsias de carcinomas invasivos infiltrantes, pero no
en carcinomas in situ (Desprez y cols, 1998; Lin y cols, 2000). Los pacientes con
expresion de Id1 moderada a fuerte tienen menor esperanza de vida que los que
expresan este gen poco o nada (Schoppmann y cols, 2003). Asi mismo, la
expresion ectépica de Id1 en lineas celulares de cancer de mama no
tumorigénicas como SCp2 y T47D impide su diferenciacion terminal y las vuelve
hiperproliferativas e invasivas (Desprez y cols, 1998; Lin y cols, 2000).

A diferencia de Id1, la sobreexpresion de 1d2 en células epiteliales
mamarias induce quiescencia y diferenciacion (Iltahana y cols, 2003). 1d2
generalmente se sobreexpresa en tumores humanos altamente diferenciados,
principalmente carcinomas in situ, y su expresion es minima en tumores de células
agresivas y metastasicas (Itahana y cols, 2003).

Recientemente se mostré que la proteina Id1 se sobreexpresa en
aproximadamente el 70% de los casos de cancer de ovario y correlaciona con una
pobre esperanza de vida de los pacientes (Schindl y cols, 2003). En este tipo de
cancer Id1 induce un estado hiperproliferativo que parece estar mediado por la
sobreexpresion del receptor para el factor de crecimiento epidérmico (Zhang y
cols, 2004). Un efecto que se ha observado con la sobreexpresion de Id1y la
subexpresion de otros genes ha sido el incremento en la actividad de
desacetilasas de histonas. La tricostatina A, inhibidor de desacetilasas de
histonas, bloguea la proliferacion de las células A2780 de cancer ovarico al tiempo
que induce la sobreexpresion de p21, un inhibidor de ciclinas dependientes de
cinasas, y la subexpresion de 1d1 (Strait y cols, 2002).

Hasta ahora el papel que las proteinas Id podrian jugar en el desarrollo del

CaCu ha sido escasamente explorado. Un estudio inmunohistoquimico mostro que
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pacientes de CaCu invasor con expresion moderada a fuerte de Id1 tienen menor
esperanza de vida y menor tiempo de sobrevida libre de enfermedad que
pacientes cuya expresion de Id1 es baja o nula (Schindl y cols, 2001). El mismo
trabajo sugiere que la expresion de Id2 e 1d3 no parece tener valor prondstico para
el desarrollo de CaCu puesto que solo un escaso numero de las muestras
analizadas revelaron la expresion de estos genes. Se desconocen por lo tanto los
niveles de expresion de los genes Id en las lesiones precursoras de CaCu. El
objetivo del presente trabajo fue determinar los niveles de expresion de los genes
Id1, 1d2 e Id3 en muestras de epitelio cervicouterino humano normal y con LSIL o
HSIL para ser usado como marcador molecular. Mediante analisis
semicuantitativos de transcripcion reversa y PCR (RT-PCR) encontramos que la
expresion de los genes Id1, Id2 e 1d3 aumenta en lesiones intraepiteliales
escamosas de alto grado (HSIL) precursoras de CaCu. Los genes se
sobreexpresan también en las lineas celulares HelLa y SiHa derivadas de CaCu y
en cultivos primarios de queratinocitos derivados de LSIL. Nuestros resultados
indican que los genes Id son marcadores de utilidad prondstica y proponen
estudios adicionales sobre la desregulacion de estos factores de transcripcion a lo

largo de la historia natural del CaCu.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las Biopsias

Las biopsias de epitelio cervicouterino se obtuvieron de mujeres con
lesiones intraepiteliales escamosas de bajo y alto grado, a quienes se les
practicaron previamente la prueba de Papanicolaou y estudios histopatoldgicos, y
otorgaron su consentimiento informado. Las biopsias fueron proporcionadas por el
Médico Ginecodlogo Julio Ortiz Valdez de la Clinica de Displasias de la Secretaria
de Salud y por el Médico Citélogo Ma. de Lourdes Martinez de Blanco del Centro
Diagnostico (consultorio particular). Las biopsias, tomadas de la unién
escamocolumnar del cérvix, fueron de espesor completo, es decir, incluyeron
epitelio y tejido conectivo. Se tomaron ocho biopsias normales, 12 biopsias con
LSIL y 13 con HSIL para la extraccidon de RNA, y cuatro biopsias con LSIL para el
cultivo celular. Las biopsias destinadas a la extraccion de RNA se colocaron en
nitrégeno liquido, mientras que las destinadas al cultivo celular se colectaron en
tubos estériles que contenian solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS)
adicionada con seroalbumina bovina al 0.1% y una mezcla de antibi6ticos (10
ng/ml de anfotericina, 100 ng/ml de sulfato de gentamicina'y 10 ng/ml de
fluconazol). La anfotericina, el sulfato de gentamicina y la seroalbumina bovina
fueron de Sigma (St. Louis MO, E.U.A)) y el fluconazol de Pfizer (Amboise, Cedes-
Francia).

Cultivos Celulares

Las células HelLa y SiHa, generosamente proporcionadas por el Dr.
Alejandro Garcia Carranca (Instituto Nacional de Cancerologia, México) se
cultivaron con medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado
con 10% de suero de ternera (GIBCO BRL; Grand Island, NY, E.U.A.). Los cultivos
primarios de queratinocitos cervicales se establecieron a partir de biopsias
disgregadas con tripsina al 0.25% (GIBCO BRL), en cocultivo con células
alimentadoras 3T3-J tratadas con mitomicina-C (Sigma) (Rheinwald y Green,
1975), empleando como medio de cultivo una mezcla de DMEM/F12 (3:1 v/v),
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adicionada con 10% de suero fetal de bovino (GIBCO), 2.5 ng/ml de anfotericina,
25 ngy/ml de sulfato de gentamicina, 2.5 nmg/ml de fluconazol, toxina de colera 107°
M, 5 mg/ml de hidrocortisona, triyodotironina 2” 10°° M, 2.5 ng/ml de transferrina y
10 ng/ml de insulina (Stanley, 2002). EI medio de cultivo incluyd, a partir del tercer
dia, 10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico. Todos los suplementos del
medio de cultivo, excepto el suero fueron de Sigma. Los cultivos celulares se
mantuvieron a 37°C en una atmadsfera himeda con 5% de CQO, y tres cambios de

medio por semana. El crecimiento celular fue monitoreado diariamente.

Extraccion de RNA total

El RNA total se extrajo mediante el método de isotiocianato de guanidina
empleando Trizo® (Invitrogen, Carlsbad, CA, E.U.A.), se cuantifico
espectrofotométricamente y su integridad se verificd mediante electroforesis en

geles de agarosa al 0.8% tefiidos con bromuo de etidio.

RT-PCR semicuantitativa

La transcripcion reversa (RT) se realizé empleando 2 ng de RNA total en un
volumen de reaccion de 20 nh. La primera etapa de la reaccién consistié en una
incubacion a 70°C durante 10 min del RNA y oligo dT;5 a concentracién final de
0.025 ng/mi, con el fin de permitir la union del oligo dTis al RNA y deshacer las
posibles estructuras secundarias. Toda el agua empleada se traté con
dietilpirocarbonato (DEPC). A continuacion se agregé amortiguador que contiene
Tris-HCI 50 mM, KCI 75 mM, MgCL 3 mM, DTT 10 mM pH 8.3; ademas se
adicionaron dNTPs 0.5 mM, 25 U de RNasin (inhibidor de RNasas) y 10 U de
transcriptasa reversa del virus Moloney de la leucemia murina; la mezcla se

mantuvo a 42°C durante 90 min. Finalmente, la mezcla se incubo a 70°C durante 5
min para inactivar la transcriptasa reversa. Todos los reactivos utilizados para la
RT fueron de Promega (Madison, WI, E.U.A.).

Las secuencias de los oligonucleotidos empleados se obtuvieron de la base

de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI). Los
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oligonucleétidos para b-actina (PMC133998P8) fueron: oligonucledtido sentido
5-GCATCCTCACCCTGAAGTACC-3' y oligonucleétido antisentido 5-
GCTCGTAGCTCTTCTCCAGGG-3 que corresponden a los nucleétidos 261-281 y
777-797, respectivamente, de la secuencia de cDNA de b-actina y generan un
producto de amplificacion de 539 pb. Los oligonucleétidos para Id1 (PMC22262P1)
fueron: oligonucledtido sentido 5’-CACCCTCAACGGCGAGATC-3'y
oligonucleétido antisentido 5-CCACAGAGCACGTAATTCCTC-3’ que
corresponden a los nucleétidos 488-507 y 614-634, respectivamente, de la
secuencia de cDNA de Id1ly generan un producto de amplificacién de 149 pb. Los
oligonucleétidos para Id2 fueron: oligonucleétido sentido
5-GAAAAACAGCCTGTCGGACCA:-3' y oligonucleétido antisentido
5-CCAGGGCGATCTGCAGGT-3’ que corresponden a los nucledtidos 215-236 y
404-421, respectivamente, de la secuencia de cDNA de 1d2 y generan un producto
de amplificacion 209 pb. Los oligonucleétidos para 1d3 se disefiaron utilizando el
oligonucledtido sentido 5-GCCGTGTCCTGACACCTC-3' (G42964) y el
oligonucledtido antisentido 5-TAGAGTTCATAAATCAGGGCAACAG-3' (RH70878)
gue corresponden a los nucledtidos 732-749 y 1092-1116, respectivamente, de la
secuencia de cDNA de 1d3 y generan un producto de amplificacion de 387 pb. Los
oligonucleétidos se obtuvieron de Invitrogen y su estabilidad y apareamiento se
verificaron con el programa Basilisk Il, A 68k Macintosh emulator
(http://www.students.uni-mainz.de/bauec002/B2Main.html).

Las PCR se realizaron en mezclas de reaccion de 25 nicon 5 ng de cDNA,
dNTPs 200 nM, MgCl 1.5 mM, una unidad de Tag DNA polimerasa y 12.5 pmoles
de oligonucleotidos, amortiguador 1 (Tris-HCI 10 mM, KCI 50 mM, Triton® X-100
0.1%, pH 9.0) en agua-DEPC. Las condiciones para la PCR fueron las siguientes:
desnaturalizacién inicial a 94°C por 5 min, 30 seg a 94°C, 30 seg a 60°C y 1 min a
72°C entre 20-24 ciclos y extension final a 72°C durante 5 min. Los productos de
amplificacion se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2% tefidos
con bromuro de etidio. Las imagenes de los geles se obtuvieron con un
documentador ChemicDoc EQ (Bio-Rad; Hercules, CA, E.U.A)) y los pixeles de las

bandas se cuantificaron con ayuda del programa Quantity One (Bio-Rad; Hercules,
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CA, E.U.A)). Los niveles de RNA normalizados se expresaron como la razon de la
intensidad de la sefial en pixeles de cada gen con respecto a la sefial del gen

control (b-actina) y se expresaron como porcentaje.

Analisis Estadistico

Los niveles de los transcritos se midieron en pixeles y se expresaron como
la razon de la intensidad de cada gen con respecto a la intensidad de los
transcritos del gen control b-actina. Con la suma de los cocientes obtenidos del
mismo tipo de condicidn se calcularon las medias y desviaciones estandar de cada
condicion analizada. La media y la desviacion estandar de cada condicion se
expresaron como porcentaje y se graficaron. El analisis estadistico de ANOVA

permitid comparar las distintas condiciones con un nivel de significancia de 0.05.
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RESULTADOS

Establecimiento de las condiciones para el analisis semicuantitativo de la
expresion de los genes Id en cérvix humano

Para estimar posibles diferencias entre la expresion de los genes Id del
cérvix humano normal respecto a HSIL y LSIL realizamos analisis de RT-PCR
semicuantitativa multiplex para los genes Id1, I1d2 e Id3, usando el gen de b-actina
como control. Este método se basa en la amplificacién simultdnea de los cDNAs
derivados de los transcritos de los genes problema y del gen control y requiere
gue la amplificacién no alcance la saturacion. Por ello, determinar la fase
exponencial de la reaccion de amplificacion es el paso critico de esta técnica.

Las cinéticas de amplificacion de los transcritos de genes Id se
determinaron usando RNA total de una biopsia de cérvix normal y una con LSIL,
asi como de un cultivo de células HeLa como control positivo. La figura 5 muestra
las cinéticas de amplificacion de los transcritos para los tres genes Id y el gen de
b-actina. Al lado de cada cinética se muestran imagenes representativas de la
electroforesis de los productos de amplificacion a lo largo de ciclos de reaccion
sucesivos. La fase exponencial para Id1 se observé entre los ciclos 20 y 30 en las
muestras de cérvix normal, entre los ciclos 20 y 28 en LSIL y entre los ciclos 18 y
27 en las células HelLa. La amplificacién del cDNA de Id2 fue exponencial entre los
ciclos 21 y 28 en las tres muestras analizadas, aunque en el caso de cérvix normal
se observo desde el ciclo 21 y se prolongé hasta el ciclo 32. La amplificacion del
cDNA de 1d3 en muestras de cérvix normal se observo desde el ciclo 22 y se
prolong6 hasta el ciclo 30, mientras que en LSIL y células HelLa la fase
exponencial abarcé los ciclos 20 a 28. La fase exponencial para b-actina se
observé entre los ciclos 17 y 24 en las tres muestras analizadas y en las muestras
LSIL se prolongo hasta el ciclo 26. Por lo tanto, el nimero de ciclos de
amplificacién empleado en los analisis de los genes Id fue 23 para Id1 y 24 para

Id2 e Id3. En el caso de b-actina, la PCR abarcé 20 ciclos.
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Expresion de los genes Id en lineas celulares derivadas de cancer

cervicouterino

Aunque la expresion de los genes Id se ha documentado en multiples lineas
celulares de distintos linajes (Desprez y cols, 1998; Israel y cols, 1999; Lin y cols,
2000), existen escasos reportes sobre su expresion en lineas celulares de CaCu
invasor humano. Para determinar los niveles de transcripciéon de los genes Id en
lineas celulares derivadas de CaCu, analizamos la expresion de estos genes en
cultivos de las lineas celulares HeLa y SiHa y la comparamos con la de biopsias
de cérvix normal. Los genes Id1, Id2 e Id3 mostraron una marcada sobreexpresion
en células HelLa y SiHa en relacion a cérvix normal (Figura 6). En células HelLa Id1
se expresod 624%, 1d2 326% e 1d3 701% respecto al control, en tanto que en
células SiHa Id1 se expresé un 366%, 1d2 244% e 1d3 397%. En general, los

genes Id tuvieron menor sobreexpresion en células SiHa que en células HelLa.

Expresion de los genes Id enel cérvix normal o con lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo (LSIL) y alto grado (HSIL)

La sobreexpresion de los genes Id1, Id2 e Id3 en lineas celulares derivadas
de CaCu abrié la posibilidad de que también pudieran sobreexpresarse en las
lesiones precursoras de CaCu. Analizamos la expresion de estos genes en ocho
biopsias normales, 12 con LSIL y 13 con HSIL. Los analisis de RT-PCR
semicuantitativa mostraron que los genes Id aumentan su expresion conforme
progresan las lesiones cervicales. Aunque en LSIL no se observé sobreexpresion
de los genes Id1 e 1d2, el gen Id3 incrementod su expresion un 202%,
estadisticamente significativa, respecto al control normal. Por otro lado, en HSIL
los tres genes mostraron una marcada sobreexpresion respecto al control. Id1 se
expreso 363%, 1d2 249% e 1d3 319%. De los tres genes, Id1 mostré los mayores

niveles de expresion en HSIL (Figura 7).

22



Expresion de los genes Id en cultivos primarios de queratinocitos cervicales

El experimento anterior mostro la correlacion entre la sobreexpresiéon de los
genes Id1, 1d2 e Id3 y la progresion de las lesiones precursoras de CaCu. No
obstante, este resultado no estableci6 si la sobreexpresion corresponde
exclusivamente al epitelio cervicouterino o al estroma (tejido conectivo) presente
en la biopsia. Para determinar si el epitelio cervicouterino lesionado sobreexpresa
los genes Id también analizamos su expresion en cuatro cultivos primarios de
queratinocitos cervicales de biopsias de cérvix con LSIL (Figura 8), y la
comparamos con la mostrada por las ocho biopsias de cérvix normal y las 12 con
LSIL. En cultivos derivados de LSIL no observamos sobreexpresion del gen Id2,
pero si de los genes Id1 e Id3, los cuales incrementaron su expresion en 284% y
en 281%, respectivamente, en relacion al control (Figura 9). Para evaluar la
participacion de las células alimentadoras en dicha sobreexpresion, analizamos en
ensayos paralelos la expresion en células 3T3-J tratadas o sin tratar con
mitomicina-C, y en ninguna de las dos condiciones observamos transcripcion de
Id1 ni de Id3 (Figura 10).
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DISCUSION

Diversos trabajos sugieren que los genes Id pueden actuar como
oncogenes, promoviendo la proliferacion celular mediante la inactivacion de las
proteinas supresoras de tumores o la activacion de las vias promotoras del
crecimiento (Israel, 1999; Norton, 2000). Un estudio inmunohistoquimico reciente
mostré que pacientes con CaCu invasor y expresion moderada a fuerte de Id1
tienen menor esperanza de vida que pacientes cuya expresion de Id1 fue baja o
nula (Schindl y cols, 2001). No obstante, la busqueda de reportes sobre la
expresion de los genes Id en lineas celulares derivadas de CaCu arrojé escasos
resultados. Solo un trabajo reciente sefala que las células HeLa expresan el gen
Id1 a niveles minimos (Trausch-Azar y cols, 2004), aunque no presenta evidencias
de tal aserto. Este, por lo demas, es contrario a lo esperado en células con
proliferacion activa y capacidad de diferenciacion terminal restringida (Norton,
2000; Yokota y Mori, 2002).

Nuestros resultados muestran, por el contrario, que los genes Id se
sobreexpresan en las lineas celulares HelLa y SiHa, derivadas de CaCu invasor.
En ambas lineas los genes Id1 e Id3 se sobreexpesaron marcadamente y a
niveles equiparables, aunque con mayor intensidad en HelLa que en SiHa. 1d2
también se sobreexpresé en ambas lineas celulares respecto al tejido cervical
normal, pero mostrd una expresion menor que Id1 e Id3 y de similar intensidad en
ambas lineas. Las causas de las diferencias en la intensidad de la expresion de
los genes Id1 e Id3 entre las células HeLa y SiHa no fueron explorados en el
presente trabajo. Estas podrian incluir, entre otras, la diferencia en el tipo de VPH
causante de la transformacion maligna en cada linea (VPH 16 en SiHay VPH 18
en Hela), el distinto sitio de insercion de los oncogenes virales en el genoma
celular, el nUmero de copias del genoma viral o bien alteraciones en la regulacién
de los genes Id mismos. La expresion constitutiva de Id en células metastasicas
de cancer mamario depende de la pérdida de un complejo represor integrado por
las proteinas SP-1, NF-1, Rb y HDAC-1 (Singh y cols, 2002). Las diferencias de
expresion de Id1 en HelLa y SiHa podrian deberse a cambios en la expresion o en
la funcionalidad de este complejo represor. Este podria, asi mismo, regular la

24



expresion de Id3, dada la homologia de secuencias entre ambos genes (de
Candia, 2004). En todo caso, las diferencias de expresion de Id1 e 1d3 entre HelLa
y SiHa podrian explicar las diferencias en sensibilidad que estas lineas muestran a
agentes que inhiben la proliferacién e inducen apoptosis en células de carcinoma
cervical, como los retinoides (Oridate y cols, 1995), asi como sus diferentes

respuestas a tratamientos supresores de tumorigenicidad (Su y Wu, 1996).

Nuestros resultados muestran también sobreexpresion de los genes Id en
las lesiones precursoras de CaCu. En HSIL observamos un patron similar al de
células HelLa y SiHa; esto es, marcada sobreexpresion de I1d1 e Id3 y
sobreexpresion moderada de 1d2. En LSIL, en cambio, solo el gen 1d3 mostro una
sobreexpresion moderada respecto al tejido normal.

Para verificar el origen epitelial de la sobreexpresion de los genes Id en las
lesiones precursoras de CaCu, analizamos su expresion en cultivos primarios de
queratinocitos derivados de LSIL. Este analisis confirmo la marcada
sobreexpresion de 1d3 y la expresién normal de Id2 observadas en el analisis de
biopsias de LSIL, pero también que los queratinocitos cultivados sobreexpresaron
Id1 a niveles similares a Id3, muy por encima de los niveles de las biopsias. Las
diferencias en los niveles de Id1 entre biopsias y cultivos celulares podria ser el
resultado del enriquecimiento en esta Ultima muestra de queratinocitos basales
con alta capacidad proliferativa. La presencia del factor de crecimiento epidérmico
en el medio de cultivo pudo contribuir también a la sobreexpresion de 1d1 e 1d3,
pues se sabe que dicho factor induce la expresion de estos genes (Le Jossic y
cols, 1994) a través de la via de sefializacidon RAS-ERK-MAPK (Goustin y cols,
1986).

Para descartar la posibilidad de contaminaciéon con mRNA de fibroblastos
3T3-J, en ensayos paralelos analizamos la expresion de los genes Id en células
3T3-J, tratadas y sin tratar con mitomicina-C. En dichos analisis no observamos
transcripcion de Id1 ni de 1d3 en las dos condiciones, lo que descarta que la
sobreexpresion de Id1 e 1d3 observada en los cultivos primarios de queratinocitos
pudiera deberse a las células alimentadoras remanentes. Por el contrario, el gen
Id2 si se expreso en las células 3T3-J bajo ambas condiciones, lo cual parece
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confirmar que Id2 no esta directamente relacionado a proliferacion, dada la
incapacidad de las células mitomicinadas para proliferar.

El presente trabajo extiende el estudio previo de la expresion de Id1 en
CaCu (Schindl y cols, 2001), mostrando que este gen se sobreexpresa
marcadamente en lesiones precursoras de alto grado. Adicionalmente, nuestro
trabajo muestra que 1d3, un gen hasta ahora escasamente asociado a la
progresion de cancer, se sobreexpresa tanto en HSIL como LSIL precursoras de
CaCu. La discrepancia de nuestros resultados con trabajos previos que no
encuentran sobreexpresion de Id3 en CaCu invasivos podria deberse a que 1d3
juega un papel activo en los estadios tempranos, pero no en los estadios
avanzados del CaCu, como se ha sugerido recientemente para hepatocarcinomas
celulares (Damdinsuren y cols, 2005). La prueba experimental de este supuesto
demanda el andlisis de un nimero mayor de lesiones precursoras y estadios
avanzados de CaCu y su confirmacion aumentaria el valor pronéstico de la
sobreexpresion de Id3 en lesiones preneoplasicas y neoplasicas de CaCu.

Nuestros resultados parecen confirmar que 1d2 no se asocia a la progresion
del CaCu, pues los niveles de expresion del gen sélo se incrementaron
moderadamente en HSIL. Concordantemente, la posible participacion de Id2 en la
diferenciacion epitelial (Yokota y Mori, 2002) parece también confirmada por la
baja expresion del gen en cultivos primarios de queratinocitos cervicales
constituidos mayormente por células basales con escaso grado de diferenciacion
terminal.

En conclusién, nuestro trabajo muestra que los genes Id1 e Id3 y en menor
grado Id2 se sobreexpresan en las células epiteliales del cérvix con HSIL y en las
lineas celulares HelLa y SiHa, y que el gen 1d3 es sobreexpresado
moderadamente en cérvix con LSIL. Estos hallazgos indican que los genes Id
pueden emplearse como marcadores de la progresiéon del CaCu y aseguran la

pertinencia de estudios adicionales sobre su desregulacion.
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